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@ Bei cinem Verfahren zur Inaktivierung von vermehrungsfa- 
higen filtnerbaren Krankhertserregem in therapeutisch Oder 
prophylaktisch anzuwendenden Immungloburrn-G-haltigen 
Frakttonen wird zur Erhaltung der vollen Aktivitat der Blutpro- 
dukte und zur vollstandigen Inaktivierung pathogener Viren eine 
wassenge Losung einer aus menschlichem Blut gewonnenen 
lnrirnunglobulin-G-ha»tigen Fraktion bei einer Temperatur von 4 
bis 50 C und bei einem pH-Wert von 5.5 bis 9.5 mit neutralen 
Hydrolasen behandeft. 
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Beschrelbung 

Verfahren zur Inakttviening von vermehrungsfahig en filtrierbaren Krankhertserregem . 

- Ertiitzen der Blutprodukte in wassengcr Losung. gegeDenenraiis umer ^u=»<ii^ 
. Behandeln der Blutprodukte mit organischen Losungsmitteln. 

^°n^.l5!S*"o1i53 338 beschreibt ein Verfahren zur Inaktivierung von Hepatttis-Viren in Faktor IX und X 

definiert. r^^„„«„t«;i ii8825isteinVerfahren2urthermischenStabilisationvonlgA(lmmunglobu^^^^^ 

leuKopeniscne vvirnung " Krankheitserreaem wird in dem Dokument nichts benchtet. 

Inaktivierungswirkungen 9f 9e""''«J^^^J^^J^|J^^^^^ ist, eine groBe Anzahl von Inaktivierungsver- 

Obwohl. wie aus Na?hteile. wie nicht zufriedenstellende 

fahrenvorgeschlagenwordenist h^^^^ vollstandige Inaktivierung alter in 

rgrkr:enrwSrr. t.'^SS'S^lZ^o....^^^^^^^ P^^^^o^e. . ^Osslger P^ase nicm 

anwendbar. ohne S^"^-;.^" '1^^^^^^^ Schwierigkeiten und stellt slch die Aufgabe. 

Dte Erfindung *f ^^^^^ zur Verf ugung zu stellen. bei welchem 

Z 's~g^^g^^^^^^^^^^ '"^^^ 

Aktivitit der BlutproduWe a^^^^^^^ ^,„g3„g3 ^^..^ierten Art 

DieEtfindung.mrtderdiese AiJgabe gelos^^^^ gewonnenen lmmunglobulin-<3-haltigen 

Siofbe-rSer^^^^^^^^^^^^ bTS^C un^n, pH-Wert?on 5.S bis 9.S neutr^en Hydrolasen 
'''^"SelltSe Hydrolase konnen eIn Oder mehrere Enzyme aus der Gruppe der Peptidhydrolasen. wie Trypsin. 
^sTreTdu^nrd^kSSuT^^^^^^^ 
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bekannten Verfahren sfnd .n'den fo.genderBrpirn''2;TTS^^^^^^^ 

Beispief 1: 20 

a) Herstellung einer Immunglobulin-G-haltigen Fraktion- 

b) Inaktivierung von Vacciniavirus mit immobilisiertem Trypsin- 

Das in diesem Beispiel verwendete immobilisierte Trypsin wurde in folgender Weise bereitef ^ 

wurde vom Trypsin, das an das Gel gebunden ist. durSh Rit^rSn getllS ^ebundene Trypsin 40 

mnlTr^J^l!S!l^'ilSln:^^': ' ■ ' r e'vcmosung verseW wurde. wurde es grundlich 
Jr '^aHCOa-Losung proteinfrei gewaschen. SchlieBllch wurde es in 1 I 0 9 «Vbiaer NafI Lfi™ 
K ho"^^ 1st gebrauchsfertig fur die Inkubation rhit einer Immunog.obuInfraSfon ^ ^ 
10 ml der nach lrt.a) erhaltenen Immunglobulinlosung wurden mit 1 ml rier w^T^L k ^ • ^ 

jmmobilisierten Trypsins und mit 0.5 ml eiSer Vacanialirs Susans on O?^^^^^ v^^ ^ 

"b^berndr'^ ^"'^"^^ -hunter Sree^uSSfb^ar?; 

2u Beginn und nach verschiedenen Zeitintervallen. namlich nach 24 h 4ft h .mH 7x; k « w ^ 

" oSlf'^'/^t'^T? "^^^ >^rustiter'bestimtt"D!;s'erfoSe' infoSJdrWeTsT™'"" 

girc;:or;rin'i:,'^^^^^^^^ 

D.e Bestimmung der Tetanus Antikorper beruht darauf. daB eine bestimmte Menge an Tetanus Toxin mit 65 
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verschiedenen Mengen an T tanusantitoxin-hattigen Proben gemischt und nach voitieriger Inkubation 
Mausen injiziert wird. Aufgrund der auftretenden Todesraten werden im Vergleich zum WHO Standard die 
Int mationalen Eiaheiten/ml ermittelt. (Eur p. Pharmakopoeia. 2nd Edrtion. Part.ll-2. p. 91-91-3, 1981). 
Die Besttmmung des Gehatt s an IgG Monomeren erfolgte mittels HPLC (High Performance Liquid 
5 Chromatography), indem die IgG-haltige Vergleichslosung einer HPLG-Anatyse unterwprfen wurde. Als 
Trennsaule fand eine Bio Sil TSK 250-Saule, 600 x 7,5 mm. fur einen Molekulargewichtsbereich v n 1.000 bis 
300.000 Arrwendung. Als Elutionsmittel wurde ein Natriumdehydrogenphosphat-Natriumsutfat-Puffer. pH 6,8, 
verwendet. Als Monomerengehalt wurde der Peak mit Werten fur Ve A/o 1 ^ - 1 ,67 herangezogen (T. Tomono 
et aJ., Analytical Biochemistry, 123: 394 - 401. 1982). 

10 

Beispiet 2: 

Inaktivierung von Sindbisvirus mit immobilisiertem Trypsin. 

10 ml einer in gteicher Weise wie in Beispiel 1 hergestailten Immunglobulin-G-haltigen Losung wurden mit 1 
IS ml immobilisiertem Trypsin und 0.5 ml einer Sindbisvirus Suspension (ATCC VR-68, Virusstamm AR 339. 
American Type Culture Collection) versetzt und unter sterilen Bedingungen bei 37'' C unter Ruhren behandett. 
Als Vergleichslosung zur Aktivitatsbestimmung diente die gleiche Losung wie in Beispiel 1. 

Zu Beginn und nach verschiedenen Zeitintervallen wurden Proben entnommen und der Virustiter bestimmt. 
Die Ergebnisse sind aus Tabelle 2 zu ersehen: Nach 75 h ist der Sindbisvirustiter, ausgehend von 4.5 um 2,6 
20 k>g Stuf en auf 1 ,9 abgefalten. Die Gehalte an Tetanus Antikorpem und der IgG-Monomeren entsprechen jenen 
Werten, die in Tabelle 1 angegeben sind. 

Beispiel 3: 

25 Inaktivierung von HTLV-IIIb (Human T Lymphotropic Virus 111b) nnit immobilisiertem Trypsin. 

10 ml einer in gleicher Weise wie in Beispiel 1 hergestellten Immunglobulin-G-halttgen Ldsung wurde mit 1 
ml immobilisiertem Trypsin und 0,5 ml einer HTLV-lllaSuspension (R.C. Gallo et al. Science 224: 500 - 503. 
1984) versetzt und unter sterilen Bedingungen bei 37* C unter Ruhren behandelt. 2u Beginn und nach 
verschiedenen Zeitintervallen wurden Proben entnommen und die Virus-Aktivitat festgestellt. Die Bestimmung 

30 der Virusaktfvitat 'Infektiose Einheiten/0.5 ml* erfolgte nach der in der obigen Literaturstelle R. C. Gallo et al 
angegebenen Methode. Als Vergleichslosung zur biologischen Aktivitatsbestimmung diente eine Vergleichs- 
losung wie in Beispiel 1. 

Die Virus-Aktivitaten und der Anteil an IgG Monomeren in der Vergleichslosung wird aus Tabelle 3 
ersichtlich: nach 48 h ist die Virus-Aktivitat verschwunden. der IgG Monomerenanteil zum groBten Teil 
35 erhalten. 

Beispiel 4: 

frmktivierung von Vacciniavirus mit Idslicher Hydrolase. 

40 1 ml einer wie in Beispiel 1 hergestellten Immunglobulin-G-haltigen Ldsung wurde mit 0,1 ml einer 7.5 o/oigen 
Hydrolaselosung (Trypsin-Pankreasprotease, Merck Artikel 8367) und mit 0^1 ml einer Vacciniavirussuspen- 
sion (Vaccinia Virus, ATCC VR-862. Virusstamm Etstree. American Type Culture Collection) versetzt und unter 
sterilen Bedingungen bei 37"* C behandelt. Eine Vergleichslosung aus 1 ml Immunglobulinldsung, 0,1 ml 
Hydrolaselosung und 0.1 ml virusfreiem Medium wurde vorbereitet und in gleicher Weise wie die virushaltige 

45 Ldsung behandelt. Nach Probenahme zu verschiedenen Zeiten wurden der Virustiter. der Gehalt an 
Tetanusantikorpem und der Anteil der IgG Monomeren, wie beschrieben. bestimmt. Die Ergebnisse sind aus 
Tabelle 4 zu entnehmen. Nach 48 Stunden betrug der Virustiter . weniger als 1 bei ausreichendem 
IgG-Monomeranteil. 

50 Beispiel 5: 

Inaktivierung von Sindbisvirus mit Idslicher Hydrolase. 

1 ml einer wie in Beispiel 1 hergestellten Immunglobulin-G-haltigen Losung wurde mit 0,1 ml einer 7,5 o/oigen 
Hydrolaseldsung (Trypsin-Pankreasprotease) und 0,1 ml einer Sindbisvirussuspension (ATCC VR-68, 

55 Virusstamm Elstree, American Type Culture Collection) versetzt und unter sterilen Bedingungen bei 37**C 
behandelt. Eine Vergleichslosung aus 1 ml Immunglobulinldsung, 0.1 ml Hydrolaselosung und 0.1 ml 
virusfreiem Medium wurde vorbereitet und in gleicher Weise wie die virushaltige Ldsung behandelt. Nach 
Probenahme zu verschiedenen Zeiten wurden der Virustiter. der Gehalt an Tetanusantikorpem und der Anteil 
der IgG Monomeren. wie beschrieben. bestimmt. Die Ergebnisse sind aus Tabelle 5 zu entnehmen. Nach 48 h 

60 betrug der Virustiter weniger als 1 bei ausreichendem IgG Monomeranteil. 

Beispiel 6: 
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InaktMerung v n HTLV-IIIb mrt loslicher Hydrolase 

MonomeranteH und zufriedenstellendem SkSl^lJ^^*^^* verschwunden. be. ausreichendem IgG 

beSt^nMi^eTM^Brrlire.^^^^^^ unter Zugabe von 

des Inaktivierungsenzyms. was eineTevS^ruSfiSKsfoSil^i^ro^^^ Abtrennung 
bel den angegebenen Temperaturen duTch LsgSSe kI^S^ 

immobffisiertenEnzymsdurch Rttration und^ MaBnahmen. u^. z.B. bei Verwendung eines 

lonenaustauscherSiTl JmiSS^^^^^^ Verwendung e.nes loslichen Enzyms durch Adsorption an 
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PatentansprQche 

1. Verfahren zur Inaktivierung von vermehrungsfahigen fiftrierbaren Krankheitserregem in therapeu- 
tisch Oder prophylaktisch anzuwendenden Immunglobulin-G-haltigen Fraktionen. dadurch gekennzeich- 
net. daB eine wasserige Losung einer aus nDenschlichem Blut gewonnenen Immunglobulin-G-haltigen 
Fralction bei einer Temperatur von 4 bis 50^ C und bei einem pH-Wert von 5,5 bis 9,5 mil neutralen 
Hydrolasen behandett wird. 

2. Verfahren nach Anspruch 1. dadurch gekennzeichnet. daB als neutrale Hydrolase em Oder mehrere 
Enzyme aus der Gruppe der Peptidhydrolasen. wie Trypsin, Chymotrypsin. Pepsin. Carboxypeptidasen. 

verwendet werden. ^ w ^• 

3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet. daB nach der Inaktivierung das bzw, die 
Enzyme aus der Losung abgetrennt und das behandelte Produkt einer weiteren Reinigung und 
Konzentrierunguntenvorfenwird. . , 

4. Verfahren nach Anspruch 1 Oder 2, dadurch gekennzeichnet. daB die wassenge Losung der 
Immunglobulin-G-haltigen Fraktion mit einer loslichen Hydrolase bei einem pH-Wert von 6.0 bis 8.0 

behandelt wird. „ 

5. Verfahren nach Anspruch 1 Oder 2. dadurch gekennzeichnet. daB die wassenge Losung der 
Immunglobulin-G-haltigen Fraktion mit einer an wasserunloslichem Tragermaterial gebundenen (immobli- 
sierten) neutralen Hydrolase bei einem pH-Wert von 5,5 bis 8.5 behandelt wird. 

6. Verfahren nach einem oder mehreren der Anspruche 1 bis 5. dadurch gekennzeichnet. daB die 
Behandlung der Immunglobulin-G-haltigen Fraktion bei erhohter Temperatur wahrend einer Dauer von 1 
Stundebis36Tagedurchgefuhrtwird, ^ o ^. 

7. Verfahren nach einem oder mehreren der Anspruche 1 bis 6, dadurch gekennzeichnet. daB die 
Proteinkonzentration der Immunglobulin-G-haltigen Fraktion von 0.1 bis 1 8 Gew o/o betragt. 

8 Verfahren nach einem oder mehreren der Anspruche 1 bis 7. dadurch gekennzeichnet. daB die 
vermehrungsfahigen filtrierbaren Krankheitserreger Hepatitisviren oder HTLV-lll/LAV-Viren (Human T 
Lymphotropic Virus) sind. 
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